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Acinetobacter baumannii, a nivel mundial es considerado un microorganismo oportunista presente en varios casos de 
infecciones intrahospitalarias. En el Hospital de Obrajes, de la Caja Petrolera de Salud, realizaron el aislamiento de 4 
cepas de Acinetobacter baumannii en diferentes pacientes y diferentes salas, confirmado mediante pruebas bioquími-
cas. Luego, se utilizó la técnica de PFGE para la identificación de huellas digitales genómicas utilizando enzima de 
restricción ApaI. 
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Abstract 
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In  
Acinetobacter baumannii, worldwide is considered an opportunistic microorganism, present in several cases of hospi-
tal-acquired infections. In the Caja Petrolera de Salud of Obrajes Hospital was made the isolation of four Acinetobac-
ter baumannii strains. Identification was confirmed by biochemical tests. Then, the PFGE molecular technique was 
applied for the identification of genomic fingerprints using Apa I restriction enzyme. 
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Introducción 
 
Las bacterias del género Acinetobacter son bacilos o 
cocobacilos gram negativos, muchas veces dispues-
tos en parejas. No fermentan la glucosa y son aero-
bios estrictos, inmóviles, catalasa positivos y oxida-
sa negativos. Crecen bien en todos los mediosde 
cultivo de rutina, siendo su temperatura óptima de 
crecimiento de 33 a 35° C. (Marcos 1999) 
Debido a la simplicidad en sus requerimientos de 
crecimiento y a la capacidad para usar una gran 
variedad de fuentes de carbono a través de diversas 
vías metabólicas, A. baumannii puede ser hallado en 
múltiples medios animados e inanimados; así, puede 
ser aislado en material hospitalario, como aparatos 
de ventilación mecánica, catéteres, líquido de diáli-
sis peritoneal y una amplia variedad de instrumen-
tos. (Bergogne-Bérézin et al. 1987) 
Por otra parte, A. baumannii puede formar parte de 
la flora normal de la piel de los adultos sanos (espe-
cialmente las manos) y puede colonizar la cavidad 
oral, faringe e intestino, constituyendo éstos unos 
reservorios epidemiológicos muy importantes en 
brotes nosocomiales. (Patterson et al. 1991) 
Debido a la simplicidad en sus requerimientos de 
crecimiento y a la capacidad para usar una gran 
variedad de fuentes de carbono a través de diversas 
vías metabólicas, A. baumannii puede ser hallado en 
múltiples medios animados e inanimados; así, puede 
ser aislado en material hospitalario, como aparatos 
de ventilación mecánica, catéteres, líquido de diáli-
sis peritoneal y una amplia variedad de instrumen-
tos. (Marcos Ma et al. 1993). 
 
 
 
 
 
 
 
Por otra parte, A. baumannii puede formar parte de 
la flora normal de la piel de los adultos sanos (espe-
cialmente las manos) y puede colonizar la cavidad 
oral, faringe e intestino, constituyendo éstos unos 
reservorios epidemiológicos muy importantes en 
brotes nosocomiales. (Patterson et al. 1991) 
En los últimos años ha ocurrido un importante in-
cremento de las infecciones nosocomiales por A. 
baumannii, siendo responsable de infecciones gra-
ves como sepsis, neumonía y meningitis. No es 
infrecuente que algunas de estas infecciones noso-
comiales aparezcan en forma de brotes. (Marcos Ma 
et al. 1993). 
Las unidades más afectadas son las de cuidados 
intensivos y quemados, donde el uso masivo de 
antibióticos puede seleccionar la aparición de cepas 
multirresistentes. (Lortholary et al. 1995) 
La introducción de la tecnología molecular del 
PFGE (Electroforesis en Geles en Campo Pulsante, 
en español) ha permitido la identificación de patro-
nes monoclonales en brotes, como es el caso de las 
infecciones intrahospitalarias. También brinda in-
formación en la confirmación de la transmisión 
intrahospitalaria, incluso interhospitalaria de las 
bacterias asociadas a infecciones en servicios de 
salud. (Villalón et al. 2011) 
Por lo anteriormente expresado, los objetivos de 
esta investigación fueron: i) Estandarizar la técnica 
de PFGE para la determinación de patrones mono-
clonales de Acinetobacter baumannii. ii) Identificar 
los patrones monoclonales  de las cepas de Acineto-
bacter baumannii aislados de un brote mediante 
PFGE. 
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Materiales y métodos 
 
Cuatro aislamientos de Acinetobacter baumannii 
procedentes del Hospital Caja Petrolera de Salud, 
Obrajes, de pacientes hospitalizados, fueron remiti-
dos al INLASA, al Laboratorio de Referencia Na-
cional en Bacteriología Clínica (LRNBC), para 
confirmar su identificación y pruebas adicionales. 
Estas bacterias fueron sembradas en agar Mac Con-
key (BRITANIA)  por agotamiento, para trabajar 
con colonias  monoclonales. Después de 24 horas 
una colonia fue resembrada en agar nutritivo (Brita-
nia) por método de siembra en superficie, con el fin 
de obtener una cantidad masiva de la bacteria clo-
nada. 
Este último cultivo fue utilizado para confirmar la 
especie mediante pruebas bioquímicas (Mac Faddin, 
2da ed). Otra parte del mismo fue utilizado para la 
extracción de ADN para PFGE. 
Los datos referentes a los pacientes y sus muestras 
(Tabla 1) 
 
Tabla 1 Origen de las cepas de Acinetobacter aisladas de 
diciembre 2014-enero 2015 de pacientes hospitalizados 
en la Caja Pétrolera de Salud de Obrajes 
 
Código 
de cepa 
Fecha de 
aislamiento 
Edad del 
paciente 
(años) 
Tipo de muestra Sala 
A 24/01/2015 23 Punta del catéter venoso 
central 
UTI 
B 24/01/2015 88 Hisopeado faríngeo Medicina 
interna 
C 23/01/2015 67 Esputo Medicina 
interna 
D 02/12/2014 38 Secreción purulenta Cirugía 
 
Una primera electroforesis fue realizada en equipo 
CHEF DR III, (Figura 1). Las condiciones fueron 
las siguientes: Equipo Chef DR III. Voltaje: 6V/cm, 
pulso inicial: 1 segundo, pulso final 35 seg, Tiempo: 
23.4 h, Temperatura: 14 °C, buffer TBE 0.5X pH 8. 
Carriles 1, 4 y 7, cepa H9812 (Salmonella enterica 
Ser. Braenderup ATCC BAA 664TM) sometida con 
enzima XbaI (THERMO) (patrón de migración). 
Carriles 2,  3, 5 y 6, cepas de Acinetobacter codifi-
cadas respectivamente como A, B, C y D, digeridas 
con enzima ApaI (PROMEGA). Este protocolo 
estaba basado en el propuesto por la ARPAC (Ban-
nerman et al. 1995). 
 
Fig 1 Primera PFGE para Acinetobacter baumannii 
 
 
Una segunda PFGE fue realizada cambiando algu-
nos parámetros (Pulso final: 30 segundos, duración: 
18 horas. Los demás parámetros se mantienen sin 
cambios). 
Las numeraciones, coinciden con el orden de la 
primera electroforesis (Figura 2).  
El patrón de bandas obtenido en la segunda electro-
foresis fue introducido en el programa BIONUME-
RICS ver.6.6. 
 
Resultados 
 
En la primera electroforesis, muchas bandas de 
ADN migraron hasta salir del gel, debido al tiempo. 
El protocolo original de la ARPAC recomienda 28 
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horas (Villalón et al. 2011). Sin embargo, lo detu-
vimos a las 23.4 horas. Si hubiéramos esperado las 
28 horas, habría mayor cantidad de bandas perdidas. 
Por esa razón fue modificado el protocolo reducien-
do de 28 horas a 18 horas, y cambiando de 35 se-
gundos de tiempo final de pulso, a 30 segundos. De 
esta manera es posible diferenciar las dos electrofo-
resis obtenidas con los parámetros diferentes en las 
dos fotos de este artículo. 
Las bandas son más definidas en la segunda electro-
foresis, y podemos distinguir un total de 3 clones 
diferentes (Figura 2), en lugar de dos, como se apre-
cia en la figura 1. 
 
Figura 2 Segundo PFGE para Acinetobacter baumannii 
 
A simple vista, los carriles 2 y 5, correspondientes a 
las cepas A y C, de dos salas diferentes (UTI y Me-
dicina Interna, respectivamente) proceden de un 
mismo clon. La cepa C es 1 día más antigua que la 
A, en lo que respecta a la fecha de aislamiento. Esto 
implicaría que la fuente de esta cepa es la muestra 
de esputo del paciente C, luego, al día siguiente 
aparece su clon en el paciente A de la sala de UTI 
en una muestra de punta de catéter venoso central. 
El paciente de la cepa B (carril 3), ya no es portador 
del mismo clon, pero podemos inferir que se trata de 
un descendiente de la cepa C, que aparece un día 
después en la misma sala (Medicina Interna). 
La cuarta cepa (D), aislada posiblemente de Medi-
cina Interna,  aislada 50 días antes, correspondiente 
también a la especie Acinetobacter baumannii, por 
el patrón de bandas observado en el PFGE, es un 
clon diferente a estas 3 nuevas. 
El dendrograma generado puede ser apreciado en la 
Figura 1. Claramente, este estadístico agrupa un par 
de cepas representando a un solo clon, luego presen-
ta  a la cepa B con un patrón diferente con una simi-
litud del 97.8% valor que permite considerar que es 
un descendiente de la cepa C.  
 
Figura 3 Dendrograma (DICE) de similitud de bandas. 
Método UPGMA. BIONUMERICS 6.6 
 
 
También es posible apreciar la similitud de bandas 
con respecto a la cepa D, de 50 días antes del aisla-
miento de las otras tres. Corresponde significativa-
mente a un clon diferente. El porcentaje de similitud 
es del 78% con respecto a las cepas A y C ; y de un 
75% con la cepa B. 
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La matriz de porcentajes de similitud, está represen-
tada en la tabla 2. 
 
Tabla 1. Matriz de porcentajes de similitud en base al 
Dendrograma generado por el método de DICE. BIO-
NUMERICS 6.6 
Acit. baumannii GN-02-2015 A 100    
Acit baumannii GN-04-2015 B 100 100   
Acit. baumannii GN-03-2015 C 97.8 97.8 100  
Acit baumannii GN-122-2014 D 75.0 75.0 78.1 100 
 
El perfil de sensibilidad a antimicrobianos es pre-
sentado en la siguiente tabla: 
Tabla 3. Perfiles de sensibilidad de las cuatro cepas 
de Acinetobacter baumannii, según antimicrobianos 
usados. CPS Obrajes. Enero 2015. 
 
 Cepa aislada de Acinetobacter baumannii 
Antimicrobiano GN/122/14 GN/02/15 GN/03/15 GN/04/15 
FEF R S S S 
CAZ R S S S 
IMP R S S S 
SAM R S S S 
MER R S S S 
SXT R S S S 
MIN R S S S 
GEN R S S S 
AMK R S S S 
CIP R S S S 
 
En base  a los perfiles de sensibilidad. La cepa más 
antigua es resistente a todos los antimicrobianos 
probados. Las otras restantes son sensibles a todos 
los antimicrobianos. 
 
Discusión 
 
Un clon compartido en dos salas, Medicina Interna 
y UTI, según la información del laboratorio de la 
Caja Petrolera de Salud, es identifica Vdo. Luego, 
aparece otro clon, que por el porcentaje de similitud 
es descendiente de las otras dos. Posiblemente el 
paciente de la cepa C está infectada con una bacteria 
que ya tiene más tiempo de residencia en el hospital, 
de ahí que aparece una cepa fuertemente relaciona-
da  genómicamente (cepa B), aislada el mismo día 
del aislamiento de la cepa A. Por último, la cepa D, 
aislada 50 días antes, es un clon diferente a tres 
aislamientos posteriores, lo que refleja que no hubo 
conservación de esta cepa en el hospital. Sin embar-
go, esto debe ser tomado como hipótesis, dado que 
el  número de aislamientos de la especie Acineto-
bacter baumannii es de apenas 4 al momento. 
No obstante, es correcto decir que el clon de la cepa 
D, no es el mismo que los dos clones que aparecie-
ron 50 días después. 
Los perfiles de sensibilidad a los antimicrobianos 
confirman la lejanía filogenética presentada en el 
dendrograma de esta cepa con respecto a las tres 
que fueron aisladas en enero de 2015. 
Por su parte la cepa B en base al patrón de resisten-
cia que presenta, indica fuertemente que tiene rela-
ción con las cepas A y D, ya que el perfil es el mis-
mo en las tres. 
Por último. La ruta hipotética de contagios indica 
dos posibles focos de diseminación de Acinetobac-
ter. Una primera que apareció el 2 de diciembre de 
2014, que infectó a un paciente en Cirugía. El pa-
trón PFGE de Acinetobacter de este paciente es 
aislado y por tanto no tuvo mayores contagios den-
tro de los pacientes de este estudio. 
Un segundo foco, portador de la misma especie, 
pero correspondiente a otro clon apareció un mes 
después, el 23 de Enero de 2015.  La sala de com-
promiso fue de Medicina interna. Esta cepa un día 
después aparece en un paciente la sala de UTI. Co-
rresponde al mismo patrón, por tanto es la misma 
cepa. No obstante un paciente en la sala de Medici-
na Interna que aparece infectado con la misma espe-
cie, revela por PFGE que se trata de un clon ligera-
mente diferente, con una similitud del 97.8% según 
Garcia-Rada et al.                                                                                                                                          J. Selva Andina Res. Soc. 
______________________________________________________________________________________________________________ 
88 
 
el dendrograma elaborado por UPGMA método 
DICE, en el software BIONUMERICS 6.6. esto 
indica que posiblemente el mismo foco que infectó 
al paciente del día anterior, fue el que contagió a 
este otro paciente, porque la bacteria debe estar por 
lo menos 4 meses para generar un cambio de dispo-
sición genómica que permita detectar una diferencia 
por PFGE. Lo mencionado podemos esquematizarlo 
en la Figura 2. 
 
 
La aplicación de la técnica de PFGE, presenta en 
este informe la importancia de su utilización en el 
campo de las infecciones intrahospitalarias. La in-
terpretación de que entre dos aislamientos corres-
pondientes a la misma especie, cuando esto ocurre 
en mismo hospital en fechas cercanas es empírica. 
Es necesaria la demostración científica de este con-
tagio. Una herramienta poderosa para determinar 
esto es PFGE. Así pudimos establecer las rutas de 
contagio entre estas cuatro cepas correspondientes a 
una misma especie. Sorprende, por ejemplo que dos 
clones diferentes se encuentren en la misma sala, 
demostrando que la fuente de contagio no fue direc-
ta entre ambos, o por lo menos no parece serlo. 
También sorprende que un mismo clon aparece en 
dos salas diferentes, revelando una infección directa 
entre ambos pacientes. 
Este es un plan para ofrecer este servicio en el futu-
ro. Sin embargo, aún falta poner a punto las espe-
cies Klebsiella pneumoniae  y Pseudomonas aeru-
ginosa como primera línea de avance. 
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